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ABSTRACT. Research An “Isolation and Characterization Of Lignocellulose Degrading Bacteria From 
Cattle Rumen” research has been done. This research aims to obtain isolation of bacteria from cattle rumen 
which has potency to degraded cellulose and lignin, and also characterize isolation that showing cellulolytic and 
lignolytic activity. The isolation of bacteria from cattle rumen was undertaken using Nutrient Agar (NA) 
medium and the counting of the total of the growing bacteria used SPC method. Screening of cellulolytic and 
lignolytic bacteria, both of them used CMC-agar and Nutrient Agar which had been modified by the addition of 
tanat acid. The characterization of bacteria included macroscopic, microscopic, and biochemistry test are TSIA 
test, citric, catalase, motility, nitrate, urea and sugar test (glucose, sucrose, maltose, mannitol, lactose). The result 
of this research obtained 8 isolates of the bacteria with different morphology and the total number of bacteria in 
cattle rumen 1,4 x 10
7
 CFU/gram. The screening showed only 5 isolation of the bacteria were cellulolytic (IBR 
2, IBR 5, IBR 6, IBR 7, IBR 8) and only 3 isolation of the bacteria were lignolytic (IBR 3, IBR 7, and IBR 8). 
IBR 7 and IBR 8 were both lignolytic and cellulolytic. The characterization result in macroscopic, microscopic, 
and biochemical tests showed varying results as well as from the results of the characterization of the alleged six 
isolates belonging to the genus Bacteriodes, Bacillus, Ruminococcus, Clostridium dan Eubacterium. 
Keywords: Bacteria, Cattle Rumen, Lignocellulolytic, CMC, Tannin. 
 
PENDAHULUAN 
Lignoselulosa merupakan ikatan 
antara komponen lignin dan selulosa pada 
tumbuhan. Lignoselulosa merupakan salah 
satu material di alam yang kurang 
dimanfaatkan oleh sebagian masyarakat 
awam, material ini umumnya hanya diolah 
secara konvensional, yaitu dengan cara 
dibakar, untuk kemudian menjadi kompos 
secara alami. 
Padahal bahan yang mengandung 
lignoselulosa ini dapat dimanfaatkan 
dengan bantuan mikroba lignoselulolitik, 
sehingga dapat diubah menjadi produk 
yang memiliki nilai tambah, seperti bahan 
bakar nabati (biofuel), bahan kimia organik 
dan sumber nutrisi berkualitas, baik untuk  
 
pakan ternak ataupun sumber pangan 
(Gold and Alic, 1993; Kuhad dkk., 2007; 
Rosales dkk., 2002). Menurut Rahmadi 
dkk. (2003) bakteri jenis ini banyak di 
temukan pada ternak ruminansia.  
Menurut Lamid dkk. (2011) di 
dalam rumen ternak ruminansia terdapat 
bakteri dan fungi yang mampu memecah 
lignoselulosa dan lignohemiselulosa. 





 sel/unit bakteri 
pada tiap gram isi rumen (Ogimoto, 1981). 
Bakteri pendegradasi lignoselulosa 
memiliki banyak manfaat seperti di bidang 
pembaharuan energi terbarukan, dibidang 
pertanian dan peternakan. Tidak 
2 
 
mengherankan jika begitu banyak peneliti 
yang meneliti mengenai keberadaan, 
karakterisasi bahkan sampai pada 
bagaimana memanfaatkannya dengan 
berbagai modifikasi.  
 
METODE PENELITIAN 
Alat dan Bahan 
 Alat yang digunakan pada 
penelitian ini adalah cawan petri, 
erlenmeyer (Pyrex), botol pengencer, cool 
box, botol sampel, timbangan analitik 
(Camry), magnetik stirer, inkubator 
(Heraeus Instruments), otoklaf (American), 
pipet  tetes,  bunsen, spoit 3 cc, tabung 
reaksi (Pyrex), sendok tanduk, labu ukur 
(Pyrex), mikroskop (Nikon), hot plate, 
lemari pendingin (Mitsubishi), gelas objek, 
ose bulat dan ose lurus. 
 Bahan yang digunakan pada 
penelitian ini adalah isi dari rumen sapi, 
kapas, aluminium foil, aquadest, alkohol 
70% cling wrap dan NaCl. Media yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah 
Carboxil Methil Cellulosa (CMC) (MgSO4 
7H2O, Na2HPO4, NaCl, Yeast, Congo red 
0,5%, Agar), medium TSIA (Triple Sugar 
Iron Agar) (MERCK), reagen H2O2, 
medium SIM (Sulfid Indol Motility) 
(MERCK),  medium NA (Nutrient Agar) 
(MERCK), medium NB (Nutrient Broth) 
(MERCK), medium Simmon’s Citrate 
Agar (Citrate Agar) (MERCK), medium 
Urea (Metode Christensen) (Peptone, 
Phenol Red,  NaCl, Agar agar, KH2PO4), 
medium Nitrat (Agar, Pepton, Beef extract, 
KNO3), pewarnaan gram (kristal violet, 
lugol Iodin, alkohol-aseton, dan safranin), 
pewarnaan endospora (Malachite green 
5%) glukosa, sukrosa, laktosa, manitol, 
maltosa, asam tanat dan Brom Timol Blue 
(BTB). 
Pengambilan Sampel 
 Pengambilan sampel berupa isi 
rumen sapi dilaksanakan di Rumah 
Pemotongan Hewan (RPH), di daerah 
Antang, Makassar, Sulawesi Selatan.   
Isolasi Bakteri 
Sampel berupa isi rumen sapi yang 
telah diambil secara steril kemudian dibuat 
suspensi dengan mengambil sebanyak 10 
gram isi rumen sapi dibuat pengenceran 
bertingkat 10
-1
 – 10-6. Kemudian 3 
pengenceran terakhir masing masing 
diambil 1 mL untuk kemudian 
diinokulasikan pada medium NA (Nutrient 
Agar), kemudian diinkubasikan pada suhu 
37
o
C selama 1-2 x 24 jam. Setiap koloni 
yang tumbuh berbeda akan dipilih untuk 
tahap pemurnian. 
Pemurnian Kultur Bakteri 
 Isolat yang menunjukkan morfologi 
yang berbeda selanjutnya diinokulasikan 
pada medium yang sama yaitu medium NA 
(Nutrient Agar) selama 2x24 jam suhu 
37
O
C dengan menggunakan metode 
goresan. Hal ini bertujuan mendapatkan 
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koloni yang terpisah atau biasa disebut 
dengan koloni murni.   
Uji Skrining Bakteri Selulotik, dan 
Lignolitik (Agustini dkk., 2011). 
 Uji skrining bakteri selulotik 
dilakukan dengan cara menginokulasikan 
isolat bakteri pada medium CMC agar  
yang telah diberikan indikator warna 
berupa congo red dengan menggunakan 
metode titik. Kemudian diinkubasikan 
pada suhu 37°C selama 2-8 x 24 jam.  
Indikator dari uji skrining bakteri 
selulolitik yaitu dengan melihat adanya 
zona bening. 
 Uji skrining bakteri lignolitik 
dilakukan dengan cara menginokulasikan 
isolat bakteri pada medium NA (Nutrient 
Agar) yang telah dimodifikasi dengan 
penambahan 1% asam tanat, inokulasi 
bakteri dilakukan dengan menggunakan 
metode titik. Kemudian diinkubasikan 
pada suhu 37°C selama 3-8 x 24 jam.  
Indikator dari uji skrining bakteri lignolitik 
yaitu dengan melihat adanya zona coklat. 
Pengamatan Morfologi Secara 
Makroskopis  
Pengamatan morfologi secara 
makroskopis dilakukan dengan melihat 
bentuk koloni, tepi koloni dan warna 
koloni yang tumbuh pada medium Nutrient 
Agar (NA). 
Pengamatan Morfologi Secara 
Mikroskopis 
a. Pengecatan Gram 
 Pengamatan morfologi sel 
dilakukan dengan teknik pewarnaan 
gram. Pewarnaan gram menggunakan 
empat 4 cat yaitu cat A (kristal violet), 
cat B (larutan lugol), cat C (alkohol-
aseton) dan cat D (safranin). Keempat cat 
tersebut diteteskan di preparat ulasan 
bakteri. Setelah itu diamati di bawah 
mikroskop. Sel yang telah terwarnai 
bersifat gram positif jika sel berwarna 
biru gelap atau ungu dan bersifat gram 
negatif bila sel berwarna merah muda 
(Harley dan Prescott, 2002). 
b. Pengecatan Endospora 
Metode yang digunakan dalam 
pengecatan endospora adalah metode 
Schaeffer-Fulton.  
Menggunakan Malachite green 5% 
dan safranin untuk mewarnai endosopra. 
Spora diwarnai oleh zat pewarna dengan 
cara dipanaskan.  Warna spora adalah 
hijau atau tampak refraktil dibawah 
mikroskop (Hadioetomo, 1990). 
Uji Biokimia (Lamid dkk., 2011) 
a. Uji Motilitas 
 Hasil positif (motil) ditandai 
dengan adanya rambatan-rambatan di 
sekitar bekas inokulasi. 
b. Uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar) 
 Hasil positif ditunjukkan dengan 
adanya perubahan warna, H2S dikatakan 
positif jika terbentuk warna hitam, medium 
terangkat menandakan bahwa mikroba 





c. Uji Sitrat 
Warna biru menunjukkan reaksi 
positif dan warna hijau menunjukkan 
reaksi negatif. 
d. Uji Urea 
Warna merah menunjukkan reaksi 
positif. 
e. Uji Reduksi Nitrat 
Bila bakteri mereduksi nitrat 
menjadi nitrit akan timbul warna merah 
atau jingga. 
f. Uji Gula Gula 
Uji dikatakan positif jika terjadi 
perubahan warna pada medium. 
g. Uji Katalase 
 Hasil positif apabila terbentuk 
gelembung gas. 
Analisis Data 
 Data data yang diperoleh dari 
penelitian ini akan ditampilkan dalam 
bentuk tabel dan diuraikan secara 
deskriptif.  
 
HASIL DAN PEMBAHASAN  
Isolasi Bakteri Dari Rumen Sapi 
Hasil perhitungan jumlah bakteri 
dari rumen sapi ditampilkan pada Tabel 1. 
Tabel 1. Hasil Perhitungan Jumlah Koloni 
Bakteri Tiap 10 Gram Sampel 
 
















Keterangan : TBUD = Terlalu Banyak Untuk 
Di Hitung 
Tabel 1 dapat diiterpretasikan 
secara deskriptif  bahwa  jumlah koloni 
yang diperoleh termasuk dalam syarat 
jumlah koloni antara 30 dan 300. Maka 
menurut Dwyana dan Gobel (2011), bahwa 
apabila cawan dari dua tingkat 
pengenceran menghasilkan koloni dengan 
jumlah antara  30 dan 300, maka dihitung 
perbandingan antara hasil pengenceran 
tertinggi dan terendah dari kedua 
pengenceran tersebut , jika hasilnya lebih 
besar 2 maka  yang dilaporkan adalah hasil 
pengenceran terendah sedangkan apabila 
nilai yang didapatkan lebih kecil 2 atau 
sama dengan 2 maka ditentukan rata rata 
dari kedua nilai tersebut dengan 
memperhitungan pengencerannya.  
Maka dari hasil perhitungan 





dari data diatas maka diperoleh 
bahwa  jumlah koloni bakteri per gram 




Pemurnian Kultur Bakteri 
          Dari hasil pemurnian dengan 
menggunakan metode goresan, didapatkan 
8 isolat dengan bentuk, tepi dan warna 
yang bervariasi, seperti yang terlihat pada 
Gambar 1. 















 (I: Isolat, B: Bakteri, 
R: Rumen, 1: Nomor Isolat) 
Berdasarkan hasil pengamatan 
makroskopis pada koloni diatas dengan 
mengamati bentuk, tepi dan warna koloni 
bakteri pada umumnya bakteri pada rumen 
memiliki bentuk bulat dan irregular dengan 
tepi rata, undulate dan erose , serta dengan 
warna dari sangat putih, putih, putih 
bening, putih kekuningan dan kuning. 
Hasil deskripsi secara keseluruhan dapat 
dilihat pada Tabel 2. 
Tabel 2 . Hasil Pengamatan Morfologi 






BENTUK TEPI WARNA 
1 IBR 1 Bulat Undulate 
Putih 
Kekuningan 
2 IBR 2 Irregular Rata Putih bening 
3 IBR 3 Irregular Erose Putih 
4 IBR 4 Bulat Rata 
Putih 
Kekuningan 
5 IBR 5 Irregular Rata 
Putih 
Kekuningan 
6 IBR 6 Bulat Rata Kuning 
7 IBR 7 Bulat Rata 
Putih 
Bening 
8 IBR 8 Bulat Rata Sangat Putih 
      Ket: Irregular: (tidak beraturan), Undulate:  
(Berombak), Erose (Bergerigi). 
 
Adanya perbedaan bentuk 
pertumbuhan dari tiap isolat bakteri                             
pada medium agar cawan, 
mengindikasikan bahwa semua isolat 
tersebut berasal dari jenis bakteri yang 
berbeda, dimana bentuk koloni menurut 
Volk dan Wheeler (1988) dapat dijadikan 
dasar dalam identifikasi bakteri.  
Uji Skrining Bakteri Selulotik, dan 
Lignolitik 
Uji skrining pada  kedelapan isolat 
bakteri yang telah diisolasi dari rumen sapi 
bertujuan mengetahui kemampuan 
selulolitik dan lignolitiknya.  
Uji Skrining  Bakteri Selulolitik 
 Uji skrining bakteri selulolitik pada 
kedelapan isolat yang telah diisolasi 
bertujuan mengetahui apakah isolat yang 
telah diisolasi mampu menggunakan 
selulosa sebagai sumber karbonnya. Uji ini 
dilakukan pada medium CMC-agar 
(Carboxil Methil Cellulosa) yang telah 
ditambahkan indikator warna berupa congo 
red. Penambahan congo red 0,5% pada 
medium CMC padat ini bertujuan untuk 
memperjelas zona bening yang telah 
terbentuk pada medium akibat adanya 
penggunaan enzim selulase. Seperti yang 
dikemukakan oleh Alexander (1976),  
bahwa akibat hidrolisis selulosa menjadi 
glukosa dalam medium padat CMC, 
disekitar koloni tampak daerah yang lebih 
terang, dan daerah ini disebut sebagai zona 
terang (cleared zone).  Zona bening inilah 
yang menjadi indikator bahwa isolat 
bakteri yang diinokulasikan mampu 





 IBR 5         IBR 6          IBR 7          IBR 8  
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Gambar 2. Hasil Uji Skrining Selulolitik IBR 2 
dan IBR 5Pada Medium CMC dengan Masa 
Inkubasi 2 x 24 Jam 
Ket : A= Zona bening, B=Koloni Bakteri 
 
Uji Skrining  Bakteri Lignolitik 
 Delapan isolat yang telah 
dimurnikan dan telah diuji pada medium 
selulosa selanjutnya isolat tersebut 
diinokulasikan pada medium NA (Nutrient 
Agar)  yang telah dimodifikasi  dengan 
menambahkan 1 %  asam tanat dalam 100 
mL aquadest. Inokulasi pada medium ini 
bertujuan mengetahui apakah isolat yang 
telah diisolasi dari rumen mampu 
mendegradasi lignin. Hal ini karena  asam 
tanat memiliki struktur molekul yang 
hampir sama dengan struktur molekul 
lignin. Sehingga apabila bakteri mampu 
menggunakan asam tanat sebagai sumber 
karbon, maka dapat disimpulkan bahwa 
bakteri tersebut mampu pula mendegradasi 
lignin yang ada di alam. 
  
Gambar 3. Hasil Uji Aktivitas Lignolitik IBR 7 
dan IBR 8 pada Medium NA+Asam Tanat 
dengan Masa Inkubasi 3-8 x 24 Jama 
Ket :A= Zona coklat, B= Koloni bakteri 
 
 Zona coklat yang terbentuk 
merupakan indikasi dari kemampuan isolat 
bakteri dalam memecah molekul lignin 
yang kompleks, menjadi monomer yang 
lebih sederhana untuk dapat dimanfaatkan 
sabagai sumber karbon utama bagi 
pertumbuhan isolat bakteri. Zona coklat 
yang terbentuk juga merupakan hasil 
sekresi enzim lignolitik oleh karena 
kemampuan isolat bakteri dalam 
menggunakan asam tanat sebagai sumber 
karbon, dan diasumsikan sebagai hasil dari 
aktifitas polyphenol menjadi quinon yang 
menghasilkan polimer yang berwarna 
gelap (Prayudyaningsih dkk., 2007). 
Hasil deskripsi secara keseluruhan 
dapat dilihat pada Tabel 3. 
Tabel 3. Hasil Uji Skrining Selulolitik dan 
Lignolitik 
No Nama Isolat 
Uji Skrining Lignoselulolitik 
Selulosa Lignin 
1 IBR 1 - - 
2 IBR 2 + - 
3 IBR 3 - + 
4 IBR 4 - - 
5 IBR 5 + - 
6 IBR 6 + - 
7 IBR 7 + + 
8 IBR 8 + + 
Keterangan : + = dapat mendegradasi ; – =  
tidak dapat mendegradasi 
 
 Uji skrining selulolitik seperti yang 
terlihat pada Tabel 3. Terdapat 5 isolat 
yaitu IBR 2, IBR 5, IBR 6, IBR 7 dan IBR 
8 yang mampu membentuk  zona bening 








menunjukkan isolat isolat tersebut mampu 
menggunakan selulosa sebagai sumber 
karbon. Proses penggunaan  selulosa 
sebagai sumber karbon dan energi oleh 
bakteri dikatalisis enzim yang 
disekresikannya. Enzim tersebut yaitu  
selulase, dimana enzim ini berfungsi 
memecah ikatan 1,4 β-glukosida dalam 
medium CMC-agar. Menurut Lamid dkk 
(2011) pengunaan CMC sebagai media uji 
aktivitas karena CMC merupakan turunan 
dari selulosa yang bersifat larut dalam air 
dan hal ini memudahkan untuk bakteri 
menggunakan enzim selulasenya untuk 
melakukan perombakan selulosa menjadi 
glukosa. 
Uji skrining bakteri lignolitik 
seperti yang terdapat pada Tabel 3. 
menunjukkan bahwa terdapat 3 isolat yang 
mampu mendegradasi  lignin yaitu IBR 3, 
IBR 7 dan IBR 8. Indikasi bahwa ketiga 
isolat tersebut memiliki aktivitas lignolitik 
yaitu dengan terbentuknya zona coklat di 
sekitar koloni bakteri.   
Hasil keseluruhan dari skrining 
bakteri selulolitik dan lignolitik diperoleh 
bahwa terdapat dua isolat yang mampu 
bersifat selulolitik sekaligus lignolitik yaitu  
IBR 7 dan IBR 8  seperti yang terlihat pada 
tabel 3.   
Hasil  Pengamatan Pengecatan Gram 
Dan Endospora 
 Keenam isolat diatas yaitu IBR 2, 
IBR 3, IBR 5, IBR 6, IBR 7 dan IBR 8, 
selanjutnya dikarakterisasi secara 
mikroskopis yaitu dengan melakukan  
pengecatan gram dan endospora untuk 
mengetahui morfologi sel bakteri dan sifat 
gramnya serta dapat membentuk 
endospora. Hasil  pengecatan gram  dan 
endospora dapat dilihat pada Tabel 4. 







IBR 2 Basil Negatif Ada 
IBR 3 Coccus Negatif Tidak Ada 
IBR 5 Basil Negatif Ada 
IBR 6 Basil Positif Ada 
IBR 7 Coccus Negatif Tidak Ada 
IBR 8 Basil Positif Tidak Ada 
   Keterangan : Coccus = Bulat, Basil = Batang 
 
Hasil Pengamatan Uji Biokimia 
Karakterisasi dan klasifikasi 
sebagian besar mikrobia seperti bakteri 
berdasarkan pada reaksi enzimatik ataupun 
biokimia. Mikroba dapat tumbuh pada 
beberapa tipe media, memproduksi tipe 
metabolit tertentu yang dideteksi dengan 
interaksi mikrobia dengan reagen test yang 
menghasilkan warna reagen. Reaksi-reaksi 
dalam sel akan teridentifikasi dengan 
melakukan pengujian-pengujian tertentu. 
(Pelczar dan Chan,1986).  
Bakteri di alam, khususnya di 
rumen sapi  memiliki karakteristik sifat 
yang berbeda-beda  khususnya pada sifat 
biokimia. Bakteri ada yang memiliki flagel 
sehingga bersifat motil, memiliki enzim 
katalase sehingga bereaksi positif dengan 
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uji katalase, bersifat oksidatif maupun fermentatif dan lain sebagainya. Hasil uji biokimia pada 
keenam isolat dapat dilihat pada tabel 5 dibawah ini. 
Tabel 5. Hasil pengamatan  uji TSIA, Motilitas, Katalase, Urea, Sitrat, Nitrat dan uji Gula 




Mot K U S N 
Uji Gula Gula 
Slant Butt Gas H2S G S Ml Mn L 
IBR 2 Merah Kuning - - - - - - - + + + + - 
IBR 3 Merah Kuning - - - + - + - - - + - - 
IBR 5 Kuning Kuning - - - - - + + + + + + - 
IBR 6 Merah Kuning - - + - - - - + + + - - 
IBR 7 Kuning Kuning - - + + - - + + +* +* +* + 
IBR 8 Merah Kuning - - - + - - - +* +* +* +* + 
Keterangan : Mot: Motilitas, K: Katalase.U; Urea, S: Sitrat, N: Nitrat, G: Glukosa, S:Sukrosa, Ml: 
Maltosa, Mn: Manitol, dan L: Laktosa 
*: Menghasilkan gas 
 
Pengelompokkan Isolat Bakteri dari  
Rumen Sapi 
 
 Identifikasi keenam isolat yaitu IBR 
2, IBR 3 IBR 5 IBR 6, IBR 7 dan IBR 8, 




dengan  berdasarkan pada hasil karakterisasi 
makroskopis (pengamatan bentuk, tepi dan 
warna koloni), mikroskopis (pengecatan 
gram dan endospora) dan uji biokimia (uji 
TSIA, uji katalase, uji motilitas, uji sitrat, uji 
nitrat, uji urea dan uji gula gula) yang telah 
dilakukan sebelumnya.  
Hasilnya didapatkan bahwa Isolat 
Bakteri Rumen 2 (IBR 2) diduga termasuk 
dalam kelompok Bacteroides. IBR 5  diduga 
tergolong dalam kelompok Bacillus. IBR 3  
dan IBR 7, keduanya diduga masuk 
kelompok Ruminococcus. IBR 6 diduga 
termasuk dalam kelompok Clostridium. IBR 
8 diduga tergolong dalam genus 
Eubacterium.  
 
KESIMPULAN DAN SARAN 
Kesimpulan 
1) Hasil isolasi dari  rumen sapi diperoleh 
8 isolat yaitu IBR 1, IBR 2, IBR 3, IBR 
4, IBR 5, IBR 6, IBR 7, dan IBR 8, lima  
isolat di antaranya mampu  
mendedradasi selulosa  yaitu  IBR 2, 
IBR 5, IBR 6, IBR 7 dan IBR 8,  serta  
hanya 3   isolat mampu mendegradasi 
lignin yaitu IBR 3, IBR 7 dan IBR 8, 
sedangkan IBR 7 dan IBR 8 merupakan 
isolat yang mampu mendegradasi 
selulosa sekaligus lignin.  
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2) Hasil karakterisasi makroskopis, 
mikroskopis dan uji biokimia pada 
keenam isolat bakteri selulolitik dan 
lignolitik (IBR 2, IBR 3, IBR 5, IBR 6, 
IBR 7, IBR 8) menunjukkan hasil yang 
bervariasi dan dari hasil karakterisasi 
tersebut diduga bahwa IBR 2 termasuk 
dalam kelompok Bacteroides, IBR 3 
dan IBR 7 diduga tergolong 
Ruminococcus, IBR 5 diduga tergolong 
Bacillus, Clostridium (IBR 6), dan 
Eubacterium (IBR 8). 
Saran 
 Berdasarkan hasil penelitian diatas 
didapatkan isolat yang mampu 
mendegradasi selulosa dan lignin, jadi 
diharapkan adanya penelitian lanjutan yang 
menggunakan koloni koloni bakteri tersebut 
untuk diuji pada beberapa macam limbah 
yang berbahan lignoselulosa maupun 
substart lainnya. Sehingga dapat dijadikan 
starter untuk mendegradasi bahan organik 
sekaligus sebagai agen biologis untuk 
mencari BBM (Bahan Bakar Minyak) 
alternatif yang ramah lingkungan. 
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